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論文内容要旨
 研究背景・目的
 粥状動脈硬化の初期病巣ではコレステロールエステルを多量に蓄積したマクロファージ由来の
 泡沫細胞が出現する。一方,活性化した血管壁内皮細胞や平滑筋細胞も酸化低比重リポ蛋白
 (LDL)のような変性LDLに対する受容体,すなわちスカベンジャー受容体を発現し,細胞内
 コレステロールの増加とともに細胞機能が変化することが想定されている。このような細胞内コ
 レステロール量を調節する因子として,高比重リポ蛋白(HDL)の機能が重要である。HDLは
 細胞内コレステロールを細胞外に引き抜く作用,すなわち脱泡沫化作用を有している。この作用
 が機能するためには細胞膜上に発現するHDL結合蛋白(受容体)との結合性が重要であると考
 えられる。そこで,本研究ではヒト由来培養細胞として大動脈の内皮細胞・平滑筋細胞と,ヒト
 単球由来細胞としてTHP-1細胞をとりあげた。これらを用いて,
 1.HDL結合蛋白の存在をあきらかにする。
 2.各培養細胞のHDL結合能に対する変性LDLの作用を検討する。
 3.HDL結合能の変化と細胞内コレステロール含量の変化の関係を明らかにする。
 以上のことから,細胞膜のHDL結合能がHDLの脱泡沫化作用に関与する重要な機能であるこ
 とを明らかにする。
 研究方法・結果
 我々はヒト由来培養細胞(大動脈内皮細胞・平滑筋細胞およびヒト単球由来THP-1細胞)か
 ら抽出した細胞膜蛋白を電気泳動(SDS-PAGE)し,HDL・をリガンドとしたガンドブロッティ
 ング法を用いて分析したところ,分子量llOkDa,135kDaの部位に存在するHDL結合蛋白を見
 いだした。しかし,THP-1細胞での結合性は他の2種の細胞に比し低いものであり,また,フォ
 ルボールエステル(PMA)処理前の浮遊細胞時には,結合性をほとんど認めず,PMA処理後
 のTHP-1細胞でHDLとの結合性を認めた。したがって,HDLに対する結合性は単球では検出
 限界以下であり,マクロファージ化した後に著明に発現するものと考えられた。
 ヒト大動脈血管内皮細胞,ヒト大動脈平滑筋細胞,マクロファージ化したヒト単球由来THP-1
 細胞の培地中に,変性LDLとしてアセチル化しDL,酸化LDLを蛋白量(アポLDL)200μg/
 m1を添加して72時間培養した。それぞれの細胞膜画分(蛋白20μg)をマイクロマルチフィル
 ターに展開し,小円状に吸着させた。これに対して,HDL3を0.5～20μg/ml添加し,その結
 合性を検討した。
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 血管内皮細1胞では基本培地のみの培養に比したアセチル化しDL,酸化LDL添加によりHDL3
 結合能が亢進した。酸化LDLに含まれる酸化物質であるリゾフォスファチジルコリン(Lyso-
 PC)を培地内に添加し同様の検討を行うと,HDL、結合活性はむしろ低下していた。したがっ
 て,内皮細胞に対する酸化LDL添加時のHDL3結合能の増加はLysoPCによるものではないと
 考えられた。
 平滑筋細胞では基本培地のみのものと比較し変性LDL添加によるHDL・結合活性の差異は認
 めなかった。一方マクロファージ化したTHP4細胞ではアセチル化しDLを添加した細胞のみで
 HDL、結合活性が増加した。
 これら変性LDLを72時間添加し培養した後,ヘキサンーイソプロパノール(3:2,v/v)で
 細胞内脂質を抽出し,コレステロール含量を検討した。各細胞において,細胞内コレステロール
 含量に対するアセチル化しDLと酸化LDLの差異は認められなかった。
 変性LDL72時間の添加培養後,培地を交換し,HDL3を100μg/m1加え,さらに24時間培
 養し,細胞内コレステロール含量を測定した。アセチル化および酸化LDL添加培養後の血管内
 皮細胞では,HDL3添加により,細胞内コレステロール含量は低下していた。PMA処理後の
 THP-1細胞では,アセチル化しDL添加培養後の細胞内コレステロールがHDL3により有意に低
 下していたが,酸化LDL添加培養後の細胞では,HDL3添加による細胞内コレステロール含量
 の変化は軽度であった。平滑筋細胞ではHDL3添加後の細胞内コレステロール含量に有意な変
 化を認めなかった。
 以上のように,血管壁細胞内のコレステロール含量は変性LDLで増加するが,その増加の程
 度は変性LDLの種類にはよらなかった。また,変性LDLは細胞によってHDL・結合能に変化
 を与え,この様な差異が,HDL・による脱泡深化作用に影響することが示された。
結論
 血管壁細胞膜には分子量100kDa,135kDaのHDL、結合蛋白が存在し,その結合活性の増減
 が細胞内に蓄積したコレステリルエステルの引き抜きに関わっていることが示唆された。
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 審査結果の要旨
 粥状動脈硬化の初期病巣ではコレステロールエステルを蓄積したマクロファージ由来の泡沫細
 胞が出現する。また活性化した血管壁内皮細胞も細胞内コレステロールの増加とともに細胞機能
 が変化することが想定されている。このような細胞内コレステロール量を調節する因子として高
 比重リポ蛋白(HDL)の機能が重要である。HDLは細胞内コレステロールを細胞外に引き抜く
 作用(脱泡沫化作用)を有しており,細胞膜上に発現するHDL結合蛋白(受容体)との結合性
 が重要であると考えられている。
 本研究ではヒト由来培養細胞(大動脈内皮細胞・平滑筋細胞及びヒト単球由来THP-1細胞)
 から抽出した細胞膜蛋白を電気泳動(SDS-PAGE)し,リガンドとしてHDL、を用いたりガン
 ドプロッティングを行なったところ,分子量65kDaのHDL3結合蛋白を見いだした。THP-1細
 胞では結合性は測定限界以下であったが,フォルボールエステル(PMA)処理を行うことで
 HDLとの結合性を認めた。
 この蛋白とHDLの脱泡深化作用との関連についての報告はなく,変性LDLによる各種細胞
 のHDL結合能の変化,またHDL結合能の変化と細胞内コレステロール含量の変化について検
 討した。
 各細胞の培地中に変性LDLとしてアセチル化しDL(AcLDL),酸化LDL(OxLDL)を添加
 して72時間培養した。細胞を回収し細胞膜蛋白を抽出してニトロセルロースフィルターに小円
 上に吸着させ,HDL、との結合性を検討した。血管内皮細胞では基本培地のみの培養に比し
 AcLDL,OxLDL添加によりHDL、結合能が亢進した。平滑筋細胞では培地のみの培養に比し
 変性LDL添加によるHDL、結合活性の差異は認めなかった。PMA処理後のTHP-1細胞では
 AcLDLを添加した細胞のみでHDL・結合活性が増加した。
 変性LDLの添加培養後,HDL3を含む培地に交換しさらに24時間培養し細胞内コレステロー
 ル量の変化を検討した。AcLDL及びOxLDL添加培養後の血管内皮細胞では,HDL・添加によ
 り細胞内コレステロール含量は低下した。PMA処理後のTHP-1細胞ではAcLDL添加培養後の
 細胞内コレステロールがHDLBにより有意に低下したが,OxLDL添加後の細胞では,HDL3添
 加による細胞内コレステロール含量の変化は軽度であった。平滑筋細胞ではHDLB添加後の細
 胞内コレステロール含量に有意な変化を認めなかった。
 以上のように,変性LDLにより血管壁細胞内のHDL3結合能が変化し,その変化量の差異が
 HDL・による脱泡沫化作用に影響することが示された。
 本論文では,血管壁細胞膜には分子量65kDaのHDI、3結合蛋白が存在することを初めて明ら
 かにした。さらにその結合活性の増減が細胞内に蓄積したコレステリルエステルの引き抜きに関
 わっている事を初めて示した。以上より,本研究は学位論文に値する。
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